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RESUMO

SILVERIO, Gabriela B. Producdo e caracterizacdo de microparticulas de
alginato obtidas por gelificacdo idnica associada a interacao eletrostatica com
concentrado proteico de soja. F 85. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina,
2018.

A microencapsulacdo € uma técnica que vem sendo amplamente estudada para a
protecdo de compostos bioativos e controle de sua liberagcdo. A combinacdo dos
métodos de encapsulacédo envolvendo a gelificacdo ibnica e interacéo eletrostética
permite a obtencdo de matrizes com melhores propriedades tecnoldgicas em relacéo
as técnicas utilizadas individualmente. Na gelificacdo idnica a aplicacdo do alginato
como material de parede produz particulas porosas, e o recobrimento por interacao
eletrostatica com uma proteina pode permitir a obtencdo de particulas mais
protetivas. Neste contexto o objetivo do projeto foi produzir microparticulas de
alginato através da técnica de gelificacdo ibnica e recobri-las com concentrado
proteico de soja por interacdo eletrostatica. Dois fatores importantes foram
estudados, o teor de célcio utilizado na gelificacdo idénica (0,8% ,1,6% e 2,4% p/p) e
o pH (3,5 e 7,0) para o recobrimento eletrostatico com uma camada proteica. O
potencial Zeta dos biopolimeros e das particulas foram determinados. As particulas
foram caracterizadas quanto a morfologia, tamanho médio e sua distribuicdo e
quanto ao teor de proteina adsorvida nas situacfes estudadas. As particulas obtidas
apresentaram-se esféricas (230 - 330 ym), recheio distribuido de forma multinuclear,
com superficie continua e visualmente lisas, porém com variacdo grande em seus
tamanhos médios, caracteristica intrinseca da utilizagdo de um atomizador duplo
fluido para a obtencdo das particulas. A variacdo do teor de célcio ndo foi
significativa na variacdo do potencial Zeta e consequentemente na adsorcao
proteica. Por outro lado, o pH utilizado na adsorcdo proteica foi significativo, com
adsorcdes muito maiores em pH 3,5 (6,5 - 6,7% de proteina adsorvida) comparado
ao pH 7,0 (< 2,0% de adsorcéo proteica), indicando que pH foi determinante no
recobrimento proteico. Nesta situacao, particulas de gelificacdo ibnica e a proteina
apresentam potenciais Zeta com cargas opostas satisfazendo a condi¢cao de pH de
trabalho acima do pKa do alginato e abaixo do ponto isoelétrico da proteina. A
avaliacdo qualitativa morfolégica da adsorcéo proteica das particulas indicou maior
adsorcao em pH 3,5 corroborando com o teor de proteina determinado neste pH.

Palavras-chave: Microencapsulagéo. Gelificagcdo ibnica. Interacdo eletrostatica.
Proteina de soja. Soja.



ABSTRACT

SILVERIO, Gabriela B. Production and characterization of alginate
microparticles obtained by ionic gelation associated with the electrostatic
interaction with soy protein concentrate. F 85. Dissertation (Professional Master
in Food Technology) - Federal Technology University - Parana. Londrina, 2018.

Microencapsulation is a technique that has been extensively studied for the
protection of bioactive compounds and their release control. The combination of
encapsulation methods, like ionic gelation and electrostatic interaction allows the
production of matrices with better technological properties, compared to the
application of one of the methods alone. In ionic gelation the application of alginate
as a wall material produces porous particles, and coating it with a protein, by
electrostatic interaction, may contribute to a better protection of the active compound.
In this context, the objective of the project was to produce alginate microparticles
through the ionic gelation technigue and to coat them with soy protein concentrate by
electrostatic interaction. Two important factors were studied, calcium concentration
during ionic gelation (0.8%,1.6% and 2.4% w/w) and pH (3.5 and 7.0) of the protein
solution for electrostatic interaction. Zeta potential of biopolymers and particles were
determined. Particles were characterized according to its morphology, average size
and size distribution, as well as protein adsorption. Particles presented spherical
shape (230 - 330 ym), multinuclear distribution of active compound, continuous and
smooth surface, with a great variety of average size, characteristic of a double fluid
atomizer nozzle used to obtain the particles. Calcium concentration did not influence
the zeta potential and, consequently, the protein adsorption of particles. On the other
hand, pH used in protein adsorption showed significant effect, with higher adsorption
occurring at pH 3.5 (6.5 to 6.7% of adsorbed protein) compared to pH 7.0 (< 2.0% of
adsorbed protein). This indicates that pH was determinant for the protein coating. At
this situation, ionic gelation particles and proteins present zeta potential values with
opposite charges, which satisfies the condition of pH of study being higher than the
alginate pKa and Ilower than the isoelectric point of the protein.
The qualitative morphological evaluation of the protein adsorption of the particles
indicated higher adsorption at pH 3,5 corroborating with the protein content
determined at this pH.

Keywords: Microencapsulation. lonic gelation. Electrostatic interaction. Soy protein.
Soy.
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1 INTRODUCAO

A microencapsulacdo pode ser definida como um processo de
empacotamento com finas camadas poliméricas aplicdveis a solidos, liquidos ou
material gasoso, em que é possivel a liberacdo do material encapsulado no local e
tempo desejado sob estimulo especifico. Essa tecnologia vem sendo bastante
estudada e aplicada nas areas farmacéutica, alimenticia, agropecuaria, dentre
outras (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007; JAFARI, et al., 2008).

O encapsulamento em matrizes poliméricas possibilita proteger ou impedir o
contato do composto ativo com substancias do meio externo, além de proteger
contra o pH, luz, oxigénio, condicdes de passagem pelo trato gastrointestinal e
aumentando a vida Gtil do material encapsulado (BARANAUSKIENE et al., 2007).
Diferentes compostos podem ser empacotados, incluindo antioxidantes, compostos
ativos, acidos graxos essenciais, enzimas e microrganismos probiéticos.
(CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).

As microparticulas podem ser obtidas por diferentes técnicas, entre elas
encontra-se a gelificacao idnica, onde ocorre a interacdo de uma solucéo polimérica
com uma solucdo ibnica de carga oposta a apresentada pelo polimero, formando
uma estrutura em gel. A gelificacdo ibnica € um método simples, barato, rapido, com
utilizacao de polissacarideos atéxicos, com condi¢cdes brandas de temperatura e nao
requer solventes organicos (SCHOUBBEN et al., 2010).

O alginato € um polimero natural amplamente utilizado na
microencapsulagdo como material de parede, devido a sua simplicidade,
biocompatibilidade, ndo toxicidade, caracteristica de formar hidrogéis na presenca
de cations bivalentes, como o célcio ou o bario, e custo relativamente baixo
(KRASAEKOOPT et al., 2003).

No entanto, a matriz de gel do alginato obtida por esse método caracteriza-
se por baixa resisténcia mecanica e elevada porosidade, podendo resultar em
elevados indices de difusdo do material encapsulado. Algumas estratégias sao
propostas para melhorar esta funcionalidade, como o recobrimento das
microparticulas com um polieletrélito de carga oposta a apresentada pelo gel, por
meio da técnica de interacdo eletrostatica (FARRIS et al., 2009; FUJIWARA et al.,
2010).
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Alguns autores vém avaliando a adsor¢cdo de proteinas por interacéo
eletroestatica em microparticulas, como a gelatina (LI et al., 2009; QV et al., 2011;
YAO et al., 2012) e as proteinas do soro do leite (GEBARA et al., 2013; SCHMITT et
al., 1999; SOUZA et al., 2012). Porém, ainda séo escassos o0s estudos utilizando as
proteinas da soja como biopolimeros catiénicos para formacdo de complexos com
particulas porosas de alginato.

A aplicacdo de proteinas vegetais, como a proteina da soja, para o
recobrimento de particulas produzidas por gelificacdo ibnica pode ser uma
alternativa para a adsorcdo da proteina através de interacdes eletrostaticas, com o
propésito de aumentar a resisténcia mecénica e reduzir a permeabilidade das
microcapsulas, contribuindo para uma maior protecdo do material de recheio. Além
disso o Brasil ocupa hoje o segundo lugar em producdo mundial de soja, tornando-
se essa cultura um dos principais produtos agricolas de importancia econémica e de
maior crescimento nas ultimas décadas (EMBRAPA, 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver
microparticulas pela técnica de gelificacdo i6nica utilizando alginato de sodio, com
posterior recobrimento com concentrado proteico de soja (CPS) por interacao
eletrostatica, avaliando a adsorcdo de proteinas da soja sobre as particulas, bem

como a caracterizagao fisico-quimica e morfolégica das mesmas.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas de alginato por meio da
técnica de gelificacdo ibnica, recobri-las com concentrado proteico de soja por

interacao eletrostatica em diferentes valores de pH e de concentragcdo de célcio.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os métodos combinados de gelificacéo ibnica e interacéo
eletrostatica na producdo das microparticulas;

e Analisar a influéncia da composicao proximal e o potencial Zeta
dos biopolimeros e das particulas nos métodos utilizados;

e Verificar o efeito da concentracdo de cloreto de calcio em
solucéo para a producdo das microparticulas de alginato;

e Estudar a influéncia de diferentes pHs sobre o recobrimento
proteico;

e Avaliar a composicdo proximal das microparticulas com e sem
recobrimento proteico, assim como a sua morfologia, tamanho médio e
distribuicdo de tamanho.

e Analisar a morfologia das microparticulas por microscopia com

fonte de luz de fibra 6ptica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MICROENCAPSULACAO

A tecnologia da microencapsulacédo foi fundamentada a partir do modelo
celular, no qual o ndcleo é envolto por uma membrana semipermeavel (material de
parede) que atua protegendo-o do meio extracelular e, simultaneamente, controla a
entrada e saida de substancias na célula sob estimulos especificos (JIZOMOTO et
al., 1993). Segundo Champagne e Fustier (2007), a microencapsulacdo € o
processo de empacotamento de materiais solidos e liquidos formando particulas
denominadas microcapsulas que podem liberar seu conteudo de forma controlada e
sob condi¢bes especificas ao longo do tempo.

Quando empregada em alimentos, a microencapsulacdo tem a funcéo de
proteger uma substancia ou ingrediente das condi¢cdes adversas do meio (luz, pH,
umidade, oxigénio, calor, interacbes com outros compostos e evaporacdo do
material ativo encapsulado), conservando a viabilidade do material encapsulado e
tornando-o mais estavel. A tecnologia ainda possibilita mascarar sabores ou odores
indesejaveis e facilitar o manuseio do material do ndcleo (DESAI; PARK, 2005).

Na industria de alimentos a microencapsulacdo tem uma vasta aplicacéo,
sendo utilizada para revestir componentes e ingredientes como: gorduras,
acidulantes, corantes, vitaminas, aromas e sabores, como também é utilizado para
encapsular compostos bioativos, enzimas e bactérias probidticas (DESAI; PARK,
2005).

Para obtencdo de um produto com excelentes caracteristicas funcionais &
fundamental que se conheca previamente os polimeros que serédo utilizados como
material de parede na elaboracdo das microcapsulas, assim como 0s métodos
fisicos, quimicos ou fisico-quimicos usados para microencapsular, para evitar ou
favorecer possiveis interacdes em solugdo, ou conformacgdo estrutural indesejada
(JONES; McCLEMENTS, 2010). De acordo com Anal e Singh (2007), alguns
aspectos sao desejados na escolha do material de parede tais como: resisténcia,

impermeabilidade, flexibilidade e estabilidade, além de ser compativel, porém
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imiscivel ao material encapsulado e ser capaz de formar uma camada coesa com 0
material ativo.

O método ou a combinacdo de meétodos a serem utilizados devem ser
cuidadosamente escolhidos para uma eficiente microencapsulacdo. Diversas
técnicas disponiveis produzem capsulas com finalidades/propriedades diferentes, e
entre elas as principais sdo spray drying, spray cooling, leito fluidizado, co-
cristalizacdo, liofilizacdo, coacervacdo simples e complexa, gelificacdo i6nica e a
combinacdo de métodos incluindo a gelificacdo ibnica associada a interacao
eletrostatica (WANDREY et al., 2010).

3.2 GELIFICACAO IONICA

A producdo de microparticulas por gelificacdo idnica é baseada na
capacidade de polissacarideos anidnicos sendo os mais utilizados a pectina e
alginato que formam um gel na presenca de ions como o calcio (BUREY et al.,
2008).

A gelificacdo ibnica € convencionalmente descrita em termos do modelo
denominado caixa de ovos, que caracteriza a formacéo desta rede de gel. Nesse
modelo, a ligacdo entre grupos carboxilicos presentes nos acidos gulurénico ou
galacturdnico, no alginato e na pectina respectivamente, em pH acima de seus
valores de pKa e ions calcio faz com que ocorra um entrelacamento de cadeias de
alginato ou pectina, promovendo a formag&do de um hidrogel com uma estrutura de

rede tridimensional conforme mostrado na Figura 1 (WANG et al., 2006).
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Figura 1 - Esquema representativo do modelo “caixa de ovos”. Os pontos negros
representam os atomos de oxigénio envolvidos na coordenacdo com os ions célcio
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Fonte: BRACCINI; PEREZ, 2001.

Ha dois métodos pelos quais a gelificacdo idbnica pode ocorrer, a gelificacdo
ibnica externa e a interna. A gelificacdo externa, largamente utilizada, envolve a
introducdo de uma solucdo polimérica negativamente carregada em uma solucéo
ibnica carregada positivamente, sob agitacdo constante, com a gelificacdo ocorrendo
através da difusdo de cations para dentro da solugdo do hidrocoloide, formando
capsulas de diferentes formas e tamanhos, em funcdo do correto ajuste das
condi¢des de producdo, incluindo concentragdo do ion, do polissacarideo, do bico
atomizador, velocidade de gotejamento e condi¢cdes de agitagcdo (CHAN et al.,
2006).

Na gelificacéo interna a producao de particulas se da pela liberacdo de ions
calcio, inicialmente na forma de um sal insoluvel, na solu¢cdo/emulsdo do
polissacarideo contendo material ativo. O processo de gelificacdo € iniciado a partir
da mudanca de pH do sistema, em que a adicdo de uma solugéo acida diminui o pH,
provocando a liberacdo dos ions calcio, permitindo assim a complexacédo do célcio
com os grupos carboxilicos (BUREY et al., 2008; VILLENA et al., 2009).
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As particulas de gel sdo geradas em duas etapas, o desenvolvimento da
gota (por extrusao ou atomizacao) e o endurecimento da mesma. Quando formadas,
as particulas permanecem sob agitacdo por um periodo denominado tempo de
maturacdo, no qual, lenta e progressivamente as ligacdes cruzadas desenvolvem-se
da superficie para o interior da particula gelificada (MESTDAGH; AXELOS, 1998;
RE, 2000; ROCHA, 2001). Segundo Racovita et al. (2009) a espessura da parede da
capsula, e consequentemente a sua resisténcia a ruptura mecanica esta diretamente
relacionada com o tempo de permanéncia das particulas na solucao ibnica. Para
que as particulas obtenham resisténcia mecéanica constante e estabilidade, faz-se
necessario aproximadamente 20 minutos de contato com a solucéo idnica.

Alguns aspectos podem influenciar a gelificacdo, definindo a cinética da
formacao do gel, o volume e a estabilidade das capsulas, bem como a concentracéo
do cation, a forca i6nica e o pH. Além disso, o processo de gelificacdo idbnica é
considerado uma técnica simples, de condi¢cdes brandas (ocorre em meio aquoso),
rapida e de baixo custo (MESTDAGH; AXELOS, 1998).

De acordo com Patil et al. (2010), as particulas produzidas a partir da
gelificacdo idbnica sdo sensiveis a valores de pH extremos e apresentam como
principal caracteristica a matriz de gel porosa, que permite a entrada e saida de
substancias para o nucleo da capsula. Consequentemente, a porosidade dessas
particulas influenciard na quantidade de material de recheio retido e no tempo de

liberacdo do mesmo.

3.2.1 Alginato

O alginato é um hidrocol6ide que possui alta capacidade de formar filmes,
géis e hidrogéis. Obtido principalmente de algas marinhas marrons como Laminaria
digitata e Macrocystis pyrifera, o alginato € um componente natural, biodegradavel
amplamente utilizado como material de parede na microencapsulacdo (PASQUALIM
et al. 2010).

Quimicamente, o alginato possui uma estrutura linear de residuos de &cido
B-D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurdnico (G), na forma de sal de sédio e unidos

através de ligagdes glicosidicas a 1-4. As propriedades do alginato em solucéo, séo
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influenciadas fortemente pela disposicdo dos residuos, que se da em blocos
homopoliméricos (MM e GG) intercalados por blocos heteropoliméricos (MG) ao
longo da cadeia (STEPHEN et al., 2006) como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura dos blocos homopolimericos M- e G- e dos blocos heteropoliméricos
MG-, que constituem a molécula de alginato, Em (A) tem-se uma sequéncia M-M; em (B)
uma sequéncia G-G e em (C) um sequencia M-G-M.

Fonte: Adaptado de SMIDSR@D,1970.

Um aspecto relevante do alginato € sua capacidade de formar geéis pela
reacao com cations divalentes, como ions calcio. Microparticulas de alginato podem
ser produzidas por extruséo a partir de uma solucao de alginato de s6dio em contato
com uma solucdo contendo cations divalentes. Desta forma com a troca de ions
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sédio dos acidos gulurbnicos com o cation divalente, a gelificacdo € obtida
(GOMBOTZ; WEE, 1998; BLANDINO et al., 1999).

Na microencapsulacéo o alginato é amplamente utilizado como material de
parede por apresentar beneficios como facilidade de manuseio, ambiente
relativamente inerte e aquoso dentro da matriz, baixo custo (GIBBS et al., 1999;
DOUMECHE et al., 2004), além de n&o ser toxico (PREVOST; DIVIES, 1992;
CHANDRAMOULI et al., 2004; DING; SHAH, 2007).

Entretanto algumas limitacbes podem inviabilizar a utilizagcdo do alginato,
como a elevada porosidade das particulas, o tamanho da capsula formada, a
concentragcdo de alginato e a quantidade de material de ndcleo a ser encapsulada
(CHANDRAMOULI et al., 2004; CHAVARRI et al., 2010; BURGAIN et al., 2011).
Para contornar tais efeitos nas microparticulas produzidas, outro composto
polimérico pode ser adicionado revestindo as capsulas e tornando-as mais estaveis
e funcionais (GOUIN, 2004).

3.3 INTERACAO ELETROSTATICA

A interacdo eletrostdtica € uma técnica amplamente utilizada quando
combinada a outros métodos, promovendo a microparticula uma maior protecao.
Segundo Patil et al. (2010), a interacdo eletrostatica € uma técnica de recobrimento
que possibilita melhorar a estabilidade de particulas obtidas pela gelificacédo ibnica,
por meio da interacdo i6nica de biopolimeros. Este processo ira modificar a estrutura
do gel, de forma a garantir o aproveitamento das vantagens da composi¢do quimica
de cada composto ou pela complexacdo com polieletrdlitos catidbnicos como
proteinas.

Neste processo, 0s biopolimeros que possuem cargas opostas interagem
entre si, sendo comumente utilizada uma molécula proteica como polieletrdlito
positivo e uma molécula de polissacarideo como polieletrdlito negativo (JUN-XIA et
al., 2011).

Na interacdo ib6nica os biopolimeros de cargas opostas afetam as
propriedades do hidrogel positivamente, formando os chamados complexos de

polieletrolitos e tornando-se uma alternativa a formacdo de hidrogéis reticulados
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covalentemente (BERGER et al., 2004; PATIL et al., 2010). Segundo Anal e Stevens
(2005) a reticulacdo dos hidrogéis através desta técnica evita a aplicacdo de agentes
quimicos (glutaraldeido e/ou etileno) com potencial téxico reduzindo assim, 0s
efeitos indesejaveis dos reagentes.

A interacdo eletrostatica pode ocorrer em solugdo aquosa e produz
espontaneamente complexos de proteinas e polissacarideos. Algumas
caracteristicas dos biopolimeros podem influenciar a formagcdo dos complexos, tais
como densidade de carga, massa molar, concentracdo, natureza quimica e
estequiometria, assim como por condi¢bes ambientais como pH, forca idnica e tipo
de ion (DE KRUIF et al., 2004;TOLSTOGUZOV, 2003).

O dominio destes aspectos e o controle das interacfes entre as duas
macromoléculas sao fundamentais para a formacdo de uma ou mais camadas
protetoras na superficie do hidrogel, com o intuito de reduzir a porosidade da
particula, alterar sua resisténcia mecanica e de barreira como a permeabilidade
(PENICHE et al., 2004; PATIL et al., 2010).

3.3. 1 Proteinas da Soja

As proteinas presentes na soja sdo de elevada qualidade nutricional,
podendo ter sua composi¢ao influenciada de acordo com as condi¢es climaticas,
tipo de solo, entre outros fatores, e estdo armazenadas no farelo de soja apos a
extracdo do Oleo, o qual pode conter até aproximadamente 52% de proteinas,
provenientes do corpo proteico do cotilédone (MARTINEZ et al., 2011).

Em sua maioria, as proteinas da soja sao classificadas como globulinas e
caracterizam-se por serem insoliveis em meio aquoso no seu ponto isoelétrico,
entretanto em agua ou solucdes salinas diluidas em valores de pH acima ou abaixo

de seu ponto isoelétrico (pH 4,5) apresentam-se soluveis (Figura 3) (WOLF, 1977).
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Figura 3 - Grafico da curva de solubilidade da proteina de soja em funcao do pH
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Fonte: WOLF, 1977.

As proteinas predominantes sdo as [-conglicininas e glicininas que
apresentam um coeficiente de sedimentacdo de 7S (massa molecular de 180-210
kDa) e 11S (massa molecular de 350 kDa) respectivamente, e que compreendem
aproximadamente 80% do total de proteinas. Outras proteinas presentes, porém, em
guantidades bem menores séo a 2S, 9S e 15S (VELASQUEZ; BHATHENA, 2007).

Segundo Renkema et al. (2002) a B-conglicinina, € uma glicoproteina
trimérica composta por trés subunidades: a, o’ e B, enquanto a glicinina, é formada
por 12 subunidades, sendo 6 de carater acido e 6 de carater basico, ligadas por
ligacdes dissulfeto.

As proteinas em maior quantidade podem formar gel e de acordo com
Kinsella e Soucie (1989) o mecanismo de formacao do gel € o mesmo para as duas
fracOes proteicas (7S e 11S): agregacdo das particulas de proteina, no qual, o
tamanho dos agregados depende do pH, da temperatura de aquecimento, do
tamanho e da forma das moléculas de proteina e do rearranjo molecular.

A glicinina é caracterizada por formar géis mais firmes e elasticos, devido a
estrutura de sua rede proteica, bem como pelas numerosas ligacdes dissulfeto
existentes em sua molécula (CHEFTEL et al., 1989), enquanto [(-conglicinina

apresenta um gel de menor rigidez em temperaturas acima de 75 °C. Em altas
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temperaturas mais sitios reativos sado gerados na superficie da molécula de proteina,
principalmente sitios hidrofobicos, formando um gel desordenado (NAGANO et al.,
1992).

De acordo com Keerati-u-rai e Corredig (2010) a B-conglicina apresenta
menor estabilidade ao calor em relagéo a glicina, com temperaturas de desnaturacao
de aproximadamente 69 °C e 85 °C, respectivamente. Sendo assim o tratamento
térmico acarreta na dissociacdo, desnaturacéo e agregacao das fracdes, 7S e 11S,
gue em concentracdo adequada resultam no fenébmeno da gelificacdo (ORTIZ et al.,
2004). Este comportamento associado com o alto valor nutricional da soja tem
atraido pesquisas voltadas a aplicagdes na industria alimenticia.

3.3.2 Concentrado proteico de soja

O Concentrado proteico de soja é obtido a partir do farelo desengordurado,
também conhecido por “farelo branco”, submetido a um processo de extragao
adicional (LUSAS; RIAZ, 1995). No processo de producao do CPS os graos integrais
de soja tém as suas cascas, 0 Oleo, os oligossacarideos nao-amilaceos e as
proteinas de armazenamento removidos. A extracdo da proteina é realizada por
meio da imersdo dos flocos de soja extrusados em solucdo alcool-hidratada
(BELLAVER; SNIZEK, 1999; BERTOL et al., 2001), o resultado final deste processo
€ um produto com 65% proteina bruta na matéria seca (BERTOL et al., 2001; DEAK
et al., 2008).

A legislagdo brasileira estabelece conteddo minimo 68,0 % (g/100g) de
proteinas para o CPS, segundo o a Resolucdo RDC n° 268, de 22 de setembro de
2005, Regulamento Técnico para Produtos Proteicos de Origem Vegetal (BRASIL,
2005)

Sob o ponto de vista nutricional o concentrado proteico de soja € uma boa
fonte de proteina, mas sua aceitacdo como ingrediente proteico pela industria de
alimentos ndo se deve apenas as suas qualidades nutricionais, mas também as suas
propriedades funcionais que comumente tém maior valor tecnolégico e definem as
aplicacbes comerciais. Quando aplicadas em alimentos substituem proteinas

convencionais, devendo manter ou melhorar a qualidade e aceitabilidade dos
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produtos aos quais foram incorporados (HUA et al., 2005; KINSELLA et al., 1985).
Atua assim, como ingrediente funcional numa ampla e sempre crescente faixa de

aplicacao em alimentos.

3.4 COMPLEXACAO DE MICROPARTICULAS COM PROTEINAS

A utilizacdo de técnicas combinadas na microencapsulacdo vem sendo
amplamente explorada em especial utilizando proteinas de origem animal. A
complexacdo de proteina nas particulas acarreta beneficios que agregam e
melhoram a propriedade de superficie, favorece a liberacdo controlada e
principalmente protege ativos funcionais e aumenta sua estabilidade e
biodisponibilidade (KHEIREDDIN et al., 2013). Segundo Hirsh e colaboradores
(2013) o recobrimento proteico nas particulas € aplicavel em diversas areas como a
de biossensores, diagnéstico de doencas, dispositivos biomédicos, biorreatores e
processamento de alimentos apresentando grandes vantagens.

Na area de alimentos, estudos permitiram identificar que particulas de
alginato que apresentavam porosidade nas paredes, quando aderida a camada
proteica tiveram a porosidade diminuida (BURGAIN et al., 2011; KRASAEKOOPT, et
al., 2003; RAJAM et al., 2012). Outros autores relatam na literatura a utilizacdo de
proteina do soro do leite em particulas de alginato e avaliaram a sobrevivéncia de
Lactobacillus plantarum em condi¢des gastrointestinais (RAJAM et al., 2012),
proteina do soro de leite em particulas de pectina produzidas por gelificacéo ibnica e
interacdo eletrostatica (SOUZA et al., 2012) e proteina da clara de ovo e do soro do
leite em microparticulas de alginato e pectina (TELLO et al., 2015).

A formagé&o de complexos entre pectina e proteinas do soro do leite também
foi avaliada por Croguennoc et al. (2001a), Kazmierski et al. (2003), Neirynck et al.
(2004) e Croguennoc et al. (2001b). J& Girard et al. (2002) observaram alta adsor¢ao
de B-lactoglobulina (96%) na producao de coacervados de pectina de baixo teor de
esterificacdo, enquanto Aguilar et al. (2015) estudaram a producdo de
microparticulas e filmes de alginato-pectina adsorvidos com proteina do leite e do

ovo.
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Comparativamente, pela maior solubilidade e menor hidrofobicidade, os
trabalhos de literatura utilizaram mais proteinas animais, entretanto faz-se
necessario uma busca por novos materiais proteicos vegetais que possam ser
aplicados nas particulas ampliando as opcdes e até mesmo trazendo novas
funcionalidades.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para o desenvolvimento deste estudo foram: alginato
de sbdio de alto peso molecular e alto conteudo de &cido gulurdnico (lote GA
1006403, PROTANAL RF 6650, Viscosidade 400 - 600 mPas 20°C, FMC
Biopolymer, Campinas-SP, Brasil); concentrado proteico de soja (Bremil, Arroio do
Meio-RS, Brasil); 6leo resina de péaprica (Citromax, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil);
corante coomassie brilliant blue Sigma (Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA); cloreto
de calcio P.A (lote 205338, Synth, Diadema-SP, Brasil); acido cloridrico P.A 0,1M
(lote 20905G, Alphatec, S&o José dos Pinhais-PR, Brasil), hidroxido de sodio a 50%
(lote 22816, Alphatec, S&o José dos Pinhais-PR, Brasil), acido sulfdrico P.A (lote
20628M, Alphatec, Sdo José dos Pinhais-PR, Brasil); citrato de sédio (lote 23739
Alphatec, Sdo José dos Pinhais-PR, Brasil); éter de petréleo PA (lote 21673,

Alphatec, Sao José dos Pinhais-PR, Brasil) e 4gua destilada e deionizada.

4.2 METODOS

O estudo foi conduzido nos laboratorios da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana (UTFPR) Campus Londrina em parceria com a Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e o Cereal Chocotec - Instituto de Tecnologia de
Alimentos, ITAL, Campinas, SP, onde parte das analises foi realizada. Todas as
determinacdes foram feitas pelo menos em duplicata, com excecdo das avaliacdes

morfologicas.
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4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica dos biopolimeros

O concentrado proteico de soja e alginato foram caracterizados em relacéo a
umidade, cinzas e proteinas segundo a metodologia da Association of Official
Analytical Chemistry (AOAC, 2006). A umidade foi determinada por secagem em
estufa a temperatura de 105 °C por 5 horas até a obtencdo de massa constante
determinada gravimetricamente. Os teores de cinzas foram obtidos através da
incineracdo da amostra em mufla por 5 h. Para a quantificacdo de proteina na
amostra, foi realizada a metodologia de Kjeldahl, utilizando o fator de conversao de

nitrogénio em proteina de 6,25.

4.2.2. Determinacédo do Potencial Zeta dos biopolimeros

O potencial zeta foi determinado em soluc¢des diluidas (0,2% m/m) do
concentrado proteico de soja e do alginato, bem como de suas particulas. As
condicbes sao descritas nos itens subsequentes. Todas as determinagbes do
potencial Zeta foram realizadas no equipamento Zetasizer modelo Nano-Z (Malvern
Instruments, Malvern, Worcestershire, U.K.) no laboratério Central do Departamento
de Tecnologia de Alimentos, FEA, UNICAMP, Campinas-SP, Brasil.

4.2.2.1 Potencial Zeta das solu¢@es e particulas de alginato com e sem recobrimento

proteico

Foram determinados o potencial zeta das solu¢gées do concentrado proteico
de soja 2,5% (m/m), nos pHs 3,5 e 7,0, do alginato 2% (m/m) e das microparticulas
com e sem recobrimento proteico. O pH das soluc¢des foi ajustado, utilizando acido
cloridrico (HCI) 0,1 N ou hidréxido de sd6dio (NaOH) 0,5 N. As particulas foram
produzidas conforme item 4.2.4. e as amostras obtidas foram diluidas para a

concentracdo de 0,2% (m/m) e submetidas a agitacdo em homogeneizador Turrax
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(T-18, IKA, Works do Brasil, RJ, RJ, Brasil), a 15000 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente de acordo com procedimento descrito por Doherty et al.
(2011).

4.2.3 Elaboragéo da solugéo de concentrado proteico de soja

Inicialmente, uma solugdo aquosa de concentrado proteico de soja 2,5%
(m/m) foi preparada com agua deionizada a 40 °C em agitador magnético (IKA ,
modelo C-MAG-HS 7, Campinas, BR). Ajustou-se o pH para 11 com NaOH 0,1 N,
mantendo-se 0 sistema sob agitacdo magnética por 30 min. Posteriormente a
solucao foi ajustada a pH 3,5 e 7,0 com &cido cloridrico (HCI) 0,1 N ou hidréxido de
sédio (NaOH) 0,5 N. Ambas as solu¢des foram mantidas sob agitacdo a temperatura
ambiente por mais 30 minutos. Posteriormente as solu¢cfes foram mantidas em
refrigeracdo por 24 h para separacdo de fases. ApGs este periodo de decantacédo a
frio, o sobrenadante, fracdo que contém as proteinas sollveis, foi retirado com
pipeta e reservado para etapa de recobrimento das particulas com proteina por
interacao eletrostatica, item 4.2.6. A quantidade total de proteinas nos sobrenadante
foi determinada de acordo com metodologia de Kjeldahl (AOAC, 2006), utilizando o

fator de conversao de nitrogénio em proteina de 6,25.

4.2.4 Producao de particulas de alginato por gelificacéo ibnica

A solucdo aquosa de alginato (2% m/m) foi emulsificada com 6leo resina de
paprica 2% m/m (1:9, 6leo resina : 6leo comercial de girassol) por 3 minutos a
14.000 rpm em homogeinizador Turrax (modelo IKA T-18, Rio de Janeiro, BR). A
adicdo da mistura Oleo resina:0leo de girassol foi utilizada para conferir cor as
particulas transparentes de gelificacédo ionica, facilitando sua observacéo durante a
producdo das particulas e posterior caracterizacdo morfolégica. A emulsédo foi
atomizada sobre solucdes de cloreto de célcio nas concentracdes de 0,8%, 1,6% e

2,4% m/m mantidas sob agitacdo magnética constante. A atomizagcao se deu atraves
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de um bico atomizador duplo fluido (LAB MAQ, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) de 0,7 mm
de didmetro, com altura de 12 cm entre a saida do bico e a solucdo de cloreto de
célcio, pressdo do ar de 15 kgflcm? e bomba peristaltica (velocidade de 160
mL/hora) que conduziu a emulséo até o bico (MUKAI-CORREA, 2003), condi¢des
ajustadas visando a obtencdo de particulas esféricas. A emulsdo foi mantida sob
agitacdo magneética a temperatura ambiente e apds a atomizacao, as microparticulas
foram mantidas por mais 30 minutos em banho i6nico (cloreto de calcio) para cura,
ou seja, para completar a gelificacdo ibnica pela difusdo de ions célcio até o centro
das mesmas. Posteriormente, as particulas foram lavadas abundantemente com
adgua deionizada e separadas em peneira de malha de aco, diametro de 53 pm
(Bertel, Caieiras-SP, Brasil). Dois processamentos independentes para cada nivel de

céalcio descrito acima, foram efetuados.

4.2.5 Determinacéo do teor de calcio das particulas de alginato

O conteudo de célcio nas particulas foi determinado utilizando
espectrofotometro de absorcdo atdomica (Analytic Jena AG-NOVAA300, Jena,
Alemanha) e uma solugdo padrao de calcio (1000 ug/mL, SCP Science, lote
S120221015, Quebec, Canada) no modo de absorcdo com detector de chama ar-
acetileno. Amostras de particulas tmidas (400 mg) foram dissolvidas em 25 mL de
solucdo de citrato de sodio a 3% (m/v) (SRIAMORNSAK; KENNEDY, 2008).
Avaliacdes preliminares indicaram que a adicdo de citrato de sodio, utilizado para
solubilizar as particulas gelificadas nao interferiu na determinacdo do conteudo de

calcio.
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4.2.6 Recobrimento das particulas de gelificag@o ibnica com proteinas por interacao
eletrostatica

As particulas de alginato obtidas no item 4.2.4 foram submetidas a interagéo
eletrostatica. Uma aliquota de 50 g de particulas Umidas de alginato foram
transferidas para 200 mL das solucdes contendo proteinas solUveis obtidas a partir
do concentrado proteico de soja nos pHs 3,5 e 7,0 conforme item 4.2.3. As particulas
foram mantidas nas solugbes contendo as proteinas sollveis sob agitacdo
magnética durante 30 min, a temperatura ambiente. Posteriormente as particulas
foram transferidas para peneiras de malha de ago (didmetro 53 um) e lavadas
abundantemente com agua deionizada previamente ajustada nos pHs
correspondentes a solucdo para a remocdo das proteinas ndo adsorvidas na
superficie das particulas. Producdes independentes em triplicata foram feitas para
cada pH estudado (3,5 e 7,0).

4.2.7 Caracterizagdo das microparticulas

4.2.7.1 Composicao proximal

Os conteudos de umidade, cinzas e proteinas foram determinados segundo
metodologia da Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2006). A
umidade foi determinada por secagem em estufa a temperatura de 105 °C por 5 h
até a obtencdo de massa constante. Os teores de cinzas foram obtidos através da
incineracdo das amostras em mufla por 5 h. Para a quantificacdo de proteina na
particula, foi utilizada a metodologia de Kjeldahl, utilizando o fator de converséo de

nitrogénio em proteina de 6,25.
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4.2.7.2 Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das particulas com e sem

recobrimento proteico

O didmetro médio e a distribuicdo de tamanho das particulas foram obtidos
por difracdo a laser utilizando um equipamento LV950-V2 (Horiba, Kyoto-Japao). As
amostras foram previamente dispersas em agua deionizada, com valores de pH da
agua ajustados a 3,5 ou 7,0 no caso das particulas recobertas e foram adicionadas a
camera de amostra, mantida sob agitacdo em quantidade suficiente para atingir
niveis de transmitancia adequados aos requerimentos do equipamento. O tamanho
médio foi expresso como Dgs e respectivo desvio padrdo, sendo realizadas ao
menos seis repeticbes independentes para cada amostra. A polidispersidade foi
calculada pelo indice span conforme Equacéo 1:

span = (Do - Do,
Dos [Eq.1]

Em que, Do1, Dos € Dog correspondem aos diametros relativos a 10, 50 e

90% da distribuicdo de tamanho acumulada.

4.2.7.3 Morfologia das particulas umidas de alginato com e sem recobrimento de

proteinas

Microparticulas Umidas obtidas por gelificacdo i6nica com ou sem
recobrimento foram observadas por microscopia Optica (BX4, Olympus, Tokyo,
Japao) utilizando objetiva de 10X. As imagens foram obtidas com uma camera digital
(Q - Color 3, Olympus, Tokyo-Japéo). Duas formas de iluminacéo foram utilizadas, a
primeira com a fonte de luz convencional vinda da base inferior do microscopio
atravessando a lamina + amostra e atingindo a ocular. A segunda forma utilizou uma

fonte de luz de fibra 6tica (modelo LGPS, fonte de luz de fibra optica, Olympus 9095,
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Tokyo, Japao) incidindo diretamente sobre a lamina e amostra. Este artefato visou
obter microscopias com efeito tridimensional de profundidade com resultados

melhores que a microscopia o6tica convencional.

4.2.7.4. Avaliacdo qualitativa morfologica da adsorcéo proteica utilizando Coomassie

Blue

A adsorcdo proteica nos valores de pH 3,5 e 7,0 sobre as particulas de
gelificacéo ibnica foi tentativamente acompanhada atraves da
coloracdo/descoloracdo das particulas com solucdo de Coomassie Blue, corante
especifico que se liga as proteinas, de acordo com metodologia para a coloracao e
descoloracdo de géis de eletroforese utilizada na separacdo de proteinas descrita
por Laemmli (1970).

4.3 TRATAMENTO DOS DADOS

by

Os dados coletados durante a pesquisa foram submetidos a analise
estatistica utilizando andlise de variancia (ANOVA) e a diferenca entre as médias
comparadas pelo teste de Tukey, com o auxilio do programa SAS, em nivel de 5%

de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros foram avaliados com relagdo as suas propriedades fisico-
guimicas e os resultados da composi¢do proximal estdo expressos na Tabela 1. O
CPS apresentou 70,5 £+ 0,1% de proteinas, 5,7 £ 0,5% de umidade e 3,6 + 0,1% de
cinzas, enquanto o alginato apresentou 10,8 + 0,2% de umidade e 28 = 2,2% de
cinzas.

O percentual de cinzas de 3,6 + 0,1% foi inferior ao obtido por Seibel e
Beléia (2009) ao avaliarem as caracteristicas quimicas e funcionalidade tecnoldgica
de ingredientes de soja que verificaram no CPS a concentracdo de 4,8% de cinzas

em base seca.

Tabela 1 — Composicao proximal do concentrado proteico de soja (CPS) e alginato (ALG)
em base seca

Parametro CPS(%) ALG(%)
Umidade 5,7+0,5* 10,8+0,2
Proteina 70,5+0,1 ND**

Cinzas 3,6+0,1 28+2 2

*Médias e desvio padréo
*Nao determinado
Fonte: Dados da pesquisa

Verificou-se que o teor de proteina para o CPS, de 70,5 + 0,1% foi superior
ao estabelecido para esse tipo de produto, que segundo Deak et al. (2008) devem
apresentar valores acima de 65%, além de estar dentro do limite estabelecido pela
Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude (ANVISA/MS) através
da RDC 268, de 23 de setembro de 2005, que determina para o CPS uma
concentracdo minima de 68% (BRASIL, 2005).

Kumar et al. (2002) e colaboradores, no desenvolvimento de adesivos e
plasticos a base de proteina de soja, relataram concentracdes de 64% de proteina
no concentrado proteico de soja. Segundo Lee et al. (2003) ao avaliarem as
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caracteristicas de solubilidade proteica de produtos comerciais de proteina de soja,
quantificaram teores maximos de proteinas em concentrados de 66,1% .

O conteudo de umidade do alginato (10,8 + 0,2%) aproximou-se ao
encontrado por Costa (2014) (12,51 + 0,07%) ao caracterizar microparticulas
recobertas com isolado proteico de soja, além de estar de acordo com o sugerido
pela FAO (Food and Agriculture Organization), encontrando-se na faixa de 10% -
13%. Ja o teor de cinzas (28 + 2,2%) foi superior ao apresentado neste mesmo
estudo cerca de 23,69 + 2,63% de cinzas, podendo ser justificado devido ao alginato
ser um sal sodico derivado do &cido alginico (NAKAMURA et al., 1995).

De acordo com Rabiskova e Valaskova (1998) o processo de formagéo de
particulas é dependente das propriedades fisico-quimicas dos componentes da
solucéo. Desta forma a caracterizacdo do material de parede contribui no processo
de microencapsulagédo, j& que sua composicdo poderd interferir diretamente na

técnica.

5.2 POTENCIAL ZETA

5.2.1 Determinacao do potencial Zeta das solu¢des dos biopolimeros

A determinacdo do potencial Zeta dos biopolimeros permitiu identificar a
quantidade de cargas em solugdo do alginato e do concentrado proteico de soja,
possibilitando avaliar a possibilidade de interagdo eletrostatica entre os materiais
utilizados neste estudo. Os valores de potencial Zeta das solu¢gbes de alginato e
concentrado proteico de soja nos pHs 3,5 e 7,0 estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Potencial Zeta das solu¢des de biopolimeros

Alginato CPS pH 3,5 CPSpH 7,0

Potencial Zeta (mV) -79,6+2,7° 27,6+1,3 -13,07+1,0°

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa entre as médias obtidas através
do teste Tukey (p< 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa
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A solucao de alginato de sodio apresentou potencial Zeta negativo -79,6 mV
(pH 6,7), resultado superior em moddulo, porém préoximo, ao obtido por Beraldo
(2016), -66,7 mV (pH 7) ao produzir microparticulas de alginato tendo como
cobertura gelatina e colageno com diferentes graus de hidrélise. Valores do
potencial Zeta de -68 mV em pH 7 e de -10 mV em pH 2,0 foram obtidos para
solugbes de alginato (ZHANG et al., 2016).

O potencial Zeta negativo do alginato justifica-se, pelo fato deste composto
apresentar nos blocos D-manurbnico e L-gulurbnico grupamentos carboxilas
carregados negativamente (COO-), que apresentam valores de pKa ao redor de 3,5,
estando portanto dissociados na solugcdo de alginato sem ajuste de pH (~ 6,0)
(BAJPAI; TANKHIWALE, 2006).

A solucdo de CPS em pH 3,5 apresentou potencial Zeta positivo, 27,6 mV,
em concordancia com o valor do ponto isoelétrico do CPS, ~4,5 (SGARBIERI, 1996),
enquanto em pH 7,0 apresentou carga negativa -13,07 mV, demonstrando uma
reducado de eletronegatividade com o aumento do pH. Costa (2014), na producéo de
microparticulas por gelificacdo i6nica recobertas com gelatina de peixe e Isolado
proteico de soja (IPS) encontrou resultado semelhante ao avaliar solucdo de
proteina de soja no pH 3, 24,4 mV, enquanto Santiago et al. (2008) determinou um
valor de potencial Zeta para solucéo de proteina de soja a pH 7,4 de -20,0 mV. Em
pH 3,5 o potencial Zeta apresenta carga positiva enquanto em pH 7,0 o potencial
Zeta apresentou carga negativa, conforme esperado.

Segundo Fennema (1996), Sgarbieri (1996) e McClements e Decker (2000)
a proteina apresenta um excesso de cargas negativas (-COO-) em qualquer pH
acima do seu ponto isoelétrico (pl) enquanto parte dos grupos amina tornam-se
neutros (-NH2). A medida que se eleva o pH da solugéo, a proteina perde protons e
a intensidade ou numero de cargas negativas aumentara. Quando a faixa de pH
encontra-se abaixo do pl os grupamentos amina das proteinas estardo carregados
positivamente (-NHs") e os grupos carboxilas estardo neutros (-COOH). No ponto
isoelétrico, a carga elétrica total das proteinas torna-se zero, pois ha um equilibrio
entre os grupos amina (-NHs") e os grupos carboxilas (-COOH).

De acordo com McClements (2006) em interfaces, interacdes eletrostaticas
atrativas podem ser usadas para criar sistemas/artefatos com estabilidade ao
estresse do ambiente ou com novas caracteristicas de liberacdo controlada, e o

conhecimento da natureza das interagcbes pode ser usado para desenvolver
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estruturas e propriedades fisico-quimicas em sistemas alimenticios. Ainda de acordo
com o0 autor, as principais interacdbes ndo covalentes entre proteinas e
polissacarideos sao: interacdes eletrostaticas, exclusdo estérica, interacdes
hidrofébicas e pontes de hidrogénio, que dependem do tipo de biopolimeros
envolvidos (massa molecular, densidade de carga x perfil de pH, flexibilidade e
hidrofobicidade), composicdo da solucédo (pH e forga ionica) e das condi¢cdes do
entorno (temperatura e tipo de agitacao).

A avaliacdo do comportamento eletroestatico das solucdes de polissacarideo
e proteina torna-se importante para identificar as condicdes onde a interacdo
eletrostatica entre os diferentes tipos de materiais possa ser otimizada (COSTA,
2014). Nesse contexto a determinacao do potencial Zeta permitiu determinar a carga
elétrica disponivel em solucdo nos biopolimeros e desta forma, indicar o pH que
favorece a interacdo eletrostéatica entre o alginato e o CPS.

Comparando-se o valor do potencial Zeta das solu¢cbes de biopolimeros, o
alginato € muito mais eletronegativo, determinado por seus grupos carboxilicos. A
solucdo de CPS a pH 3,5 apresentou carga positivas devido a presenca de
grupamentos amina e, portanto, uma maior possibilidade de interagdo com os
grupamentos funcionais das particulas de alginato do que a solucao de CPS no pH
7,0 carregada negativamente.

Considerando que a interacdo eletrostatica serd a principal forma de
interacdo para a associacao proteina-polissacarideo, as diferencas de carga em
termos de potencial Zeta podem determinar estequiometrias otimizadas de interacéo
proteina polissacarideos, de forma a se conseguir carga zero no sistema no ponto
otimo de interacdo. Um modelo para interacdo proteina-polissacarideo através da
carga negativa do polissacarideo e da carga positiva liquida da proteina foi
anteriormente proposto, indicando que o complexo formado pode ser soltvel ou
insoltvel dependendo do pH e da relacdo fracdo massica entre os biopolimeros
utilizados (TOLSTOGUSOV, 2003).
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5.2.2 Potencial Zeta das particulas de alginato com e sem recobrimento proteico

Os valores de potencial Zeta das particulas de alginato obtidas em trés
concentracdes distintas de cloreto de calcio em solugéo (0,8%, 1,6% e 2,4% m/m)
visou avaliar uma possivel influencia do teor de calcio em solucéo e do teor de calcio
transferido as particulas alterando, portanto, a carga negativa disponivel nas
particulas e, consequentemente a adsorcdo proteica sobre as mesmas nos dois
valores de pH estudados. Na tabela 3 estdo apresentados os valores dos potenciais
Zeta das particulas com e sem o0 recobrimento proteico, expressos em mV nas

concentracfes de célcio e pH estudados.

Tabela 3 - Potencial Zeta das microparticulas produzidas em diferentes concentracdes de
cloreto de célcio

Particula sem

Conc. de CaCl, recobrimento *CPS pH 3,5 *CPS pH 7,0
0,8 -18,56+0,32% -9,6+0,75" -25.27+0,59°¢
1,6 -24,97+2,17° -17,4+1,20%A -29.37+1,78%
2,4 -21,03+1,88%" 7,30+0,2% -19.13+1,16%®

*Particulas de alginato recobertas com concentrado proteico de soja (CPS) no pH 3,5

**Particulas de alginato recobertas com concentrado proteico de soja (CPS) no pH 7,0

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas diferentes na mesma linha
representam diferenca significativa entre as médias obtidas através do teste Tukey (p< 0,05).

Fonte: Dados da pesquisa

As microparticulas sem recobrimento proteico apresentaram 0s potenciais
Zeta -18,56 + 0,32 mV; -24,97 + 2,17 mV e -21,03 + 1,88 mV nas amostras 0,8%,
1,6% e 2,4% respectivamente. Os resultados nao diferiram significativamente entre
as amostras 0,8% e 2,4% e 1,6% e 2,4%, enquanto as amostras 0,8% e 1,6%
apresentaram diferenga significativa. Yeung et al. (2016) encapsularam
Bifidobactérias e obtiveram potenciais Zeta variando de -4,2 a -9,4 mV para
particulas de alginato encapsulando B. infantis e -2,6 a -4,4 mV para particulas de
alginato quando B. Longum foi encapsulado.

Zheeb et al. (2015) encapsularam um triglicerideo de cadeia média
(MIGLYOL® 812) em microparticulas de alginato de célcio utilizando um surfactante

nao ibnico (Tween 60) e obtiveram potenciais Zeta para as particulas gelificacao
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ibnicade ~-25mVapH2 ~-10mVapH5,~-18 mVapH6e~-37mVapH11.
Os valores obtidos no presente trabalho para as particulas de gelificacao idnica nos
trés niveis de calcio testados sdo semelhantes aos obtidos por Zheeb et al. (2015).

Ao se comparar o valor do potencial Zeta da solucéo de alginato (Tabela 2) e
os resultados obtidos para as particulas de gelificacdo ibnica (Tabela 3), verifica-se
uma diminuicdo significativa da carga liquida nas particulas, indicando a
complexacdo dos grupos carboxilicos com os ions calcio durante o processo de
gelificacdo ibnica. Segundo Maestrelli et al. (2008) no processo para obtencao de
microparticulas por gelificacdo ibnica, a interagdo dos grupos negativos do
polissacarideo com os ions Ca*" provoca a reducdo da carga liquida do sistema
devido a utilizacdo dos grupos carboxilicos livres.

Os valores de potencial Zeta apdés recobrimento proteico em ambos o0s
tratamentos diferiram entre si. Em pH 7,0 (Tabela 3) os resultados obtidos foram
semelhantes aos das amostras sem recobrimento proteico, apresentando particulas
com elevada carga negativa.

O excedente de carga livre eletronegativa pode ser justificado devido a
solucdo proteica em pH 7,0 apresentar potencial Zeta também carregado
negativamente, -13,07 £+ 1,0 mV, consequentemente a interacao eletrostatica entre
os biopolimeros neste tratamento serd menor devido as particulas de gelificacédo
ibnica e a solucéo proteica, acima de seu ponto isoelétrico apresentarem cargas de
mesmo sinal, considerando que a principal interacdo entre as particulas e o CPS
sera devido a interacOes eletrostaticas. Embora todas as particulas recobertas com
CPS a pH 7,0 tenham apresentado valores de potencial Zeta negativos, ndao se
observou uma variacdo proporcional nos valores do potencial Zeta quando
concentracdes crescentes de ions célcio (0,8; 1,6 e 2,4%) foram utilizadas.

De acordo com De Vos et al. (2007) particulas gelificadas podem apresentar
um excedente de carga negativa, pois nem todos os grupos carboxilicos interagem
com o0s ions célcio permitindo a associacdo com polieletrélitos carregados
positivamente. A interacdo dos grupos funcionais catidnicos das moléculas de
proteina com o0s grupos aniénicos dos polissacarideos produzem complexos
eletrostaticos, o que se torna possivel quando as particulas e solucdo dos
biopolimeros estdo em um meio no qual o pH promove a formacdo de cargas
liquidas opostas (TURGEON et al., 2007).
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O desenvolvimento e a estabilidade destes complexos estdo diretamente
relacionados ao pH, relacdo estequiométrica proteina: polissacarideo, densidade de
carga, forca ibnica, concentracdo e condicbes de producdo como velocidade,
temperatura, tempo e modo de agitacdo (GIRARD et al., 2004; SCHMITT et al.,
1998; TOLSTOGUZOV, 1997; YE, 2008). Para Schmitt et al. (1998) nesse processo
o pH apresenta papel fundamental através da influéncia no grau de ionizacdo do
grupo funcional da proteina (NH3") e no polissacarideo (COQ"). Espera-se que a
interacdo eletrostatica tenha melhor desempenho quando o pH da proteina estiver
abaixo do ponto isoelétrico e acima do pKa do polissacarideo (MESTDAGH,;
AXELOS, 1998).

Em relacdo aos valores dos potenciais Zeta observados para as particulas
de gelificacdo idnica recobertas com CPS em pH 3,5 (Tabela 3), as capsulas
apresentaram a menor carga livre em médulo dos sistemas, 2,4% com 7,30 + 0,2
mV, seguida das amostras 0,8% e 1,6% com -9,6 + 0,75 mV e -17,4 + 1,2 mV
respectivamente, indicando que ocorreu interacdo dos grupamentos carboxila do
polissacarideo com o0s grupamentos amina da proteina devido a diminuicdo dos
valores dos potenciais Zeta. Entretanto, esperava-se que os valores dos potenciais
Zeta mudassem de sinal, tornando-se positivos apds o recobrimento no pH 3,5 (pH <
ponto isoelétrico da proteina), resultado observado somente para a concentracdo de
ions calcio mais alta (2,4%) em relacao as concentracdes de calcio 0,8% e 1,6%.

Valores negativos do potencial Zeta mesmo apds o recobrimento com a
proteina a pH 3,5 carregada positivamente, podem indicar que a quantidade de
proteina utilizada em solucdo foi baixa para permitir uma adsor¢cdo proteica
suficiente para ultrapassar as cargas negativas remanescentes nas particulas apés
a gelificacdo ibnica, invertendo assim o sinal do potencial Zeta apds o recobrimento
proteico. Adicionalmente, a quantidade de proteina em solucdo pode ter sido
suficiente, porém a adsorcdo, devido as caracteristicas das moléculas de grande
tamanho das proteinas solUveis do CPS, tenha sido baixa.

A determinacdo do potencial Zeta de particulas grandes pode apresentar
problemas quando a medida é feita em equipamento de medida eletroforético, como
utiizado no presente trabalho, que deve estar em um estado coloidal para
apresentar mobilidade no campo elétrico durante a medida. De acordo com a
fabricante do equipamento (Zetasizer Nano-Z, Malvern Instruments), para que as
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particulas ndo sedimentem durante a leitura, o limite de tamanho recomendado € de
10 pum, muito inferior ao tamanho obtido para as particulas no presente trabalho.
Apesar da restricao, trabalhos na literatura apresentam medidas do potencial
Zeta de particulas com tamanhos da mesma ordem de grandeza ou maiores feitas
no mesmo equipamento (Zetasizer Nano-Z Malvern Instruments) sem tratamento
adicional (ZHANG et al., 2016; ZHEEB et al., 2015). Como alternativa foi adotada a
estratégia utilizada por Doherty et al. (2011) conforme descrito em 4.2.2.1, com a
diminuicdo do tamanho das particulas apds a adsorcao proteica. Embora os desvios
das medidas obtidos para as medidas do potencial Zeta das particulas com ou sem
proteina adsorvida tenham sido baixos, é possivel que a diminui¢cdo de tamanho nédo
tenha sido suficiente para permitir uma completa homogeneizacdo da amostra, o que

requer trabalhos futuros nesta direcao.

5.3 EXTRACAO DA PROTEINA SOLUVEL DO CPS

A extracdo da proteina soluvel foi possivel a partir de estudos preliminares
gue identificaram o melhor método para sua separacéo da solucdo de CPS. Ordoéfiez
et al. (2005) define a solubilidade de uma proteina como a fracdo proteica que se
submetida a forcas centrifugas moderadas ou condi¢des especificas ndo sedimenta,
mantendo-se em solucado ou dispersao coloidal.

Préximo ao ponto isoelétrico grande parte das proteinas apresenta
solubilidade minima, este comportamento ocorre, principalmente, por nado haver
repulséo eletrostatica e a hidratacédo ibnica é reduzida, favorecendo as ligacdes
proteicas por meio de interagdes hidrofébicas e assim sua precipitacdo. Em pHs
superiores ou inferiores ao ponto isoelétrico as proteinas possuem cargas liquidas,
provocando a repulsdo eletrostatica e sua hidratacéo, promovendo a solubilizacéo
principalmente em pH alcalino (DAMONARAN, 2010).

A solugcdo de CPS 2,5% foi ajustada para o pH 11 para maximizar a
solubilizagédo proteica, condicdo baseada na curva de solubilidade da proteina de
soja em funcédo do pH (Figura 3), que indica maior solubilidade das proteinas da soja

em pH 11, favorecendo a extracdo de maior quantidade das mesmas.
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Posteriormente a fracdo soluvel foi separada em duas porcdes que foram
ajustadas para os pHs 3,5 e 7,0 a serem utilizadas no estudo da adsor¢cao proteica
sobre as particulas de gelificacdo i6nica. De acordo com a Figura 3, embora nao se
atinja a solubilidade apresentada no pH 11, a quantidade de proteina solubilizada é
alta. Segundo Fennema (1996) quando o pH do meio é modificado a distribuicdo dos
sitios polares cati6nicos, anidnicos e nao-ibnicos da molécula de proteina sdo
alterados afetando interacdes agua-proteina e proteina-proteina. A solubilidade da
proteina é fortemente influenciada por interagdes de natureza hidrofébica e ibnica.
As interacdes ibnicas caracterizam-se por ligacdes proteina-dgua que levam ao
aumento da solubilidade enquanto as interacdes hidrofébicas caracterizam-se pela
ligacdo proteina-proteina, que resulta em uma reducao da solubilidade. Desta forma
a solubilidade de uma proteina dependera do equilibrio entre interacdes proteina-
proteina e proteina-agua.

As solucdes, preliminarmente, foram submetidas as técnicas de filtracao,
centrifugacéo e decantacdo. Dentre estas, 0o método de decantacdo destacou-se por
ser simples e apresentar vantagens econémicas para aplicacdo em escala industrial,
sendo, portanto utilizado para a obtencéo da fracéo proteica solivel em cada um dos
pHs estudados. ApOs a etapa de decantacdo os sobrenadantes foram separados
para posterior recobrimento proteico.

Na Figura 4 é possivel observar a separacao de fases das solucées de CPS
enquanto a Figura 5 mostra apenas a solucdo de proteinas sollveis. As solucdes
nos pHs 3,5 e 7,0 apresentaram coloracdo branca e amarela respectivamente.
Segundo King e Young (1999) compostos de cor como as antoxantinas, presentes
nos flavonois, flavonas, e isoflavonas, sdo moléculas incolores, brancas ou
amarelas. Também conhecidos como flavonéides ndo antocianicos as antoxantinas
sao sensiveis ao pH e apresentam coloracdo amarela em meio alcalino, branco em
meio neutro e incolor em meio acido (ZHAO et al., 2012).

De acordo com Seibel et al. (2018) o grédo de soja apresenta em sua
composicdo isoflavonas, que sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, compostos este encontrados principalmente na soja. As isoflavonas
presentes na soja justificam a alteracdo de cor da solucdo proteica nos pHs
estudados e o comportamento observado é semelhante ao descrito por Zhao et al.,
(2012) como pode ser verificado na Figura 5.
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Figura 4 - Solucéo 1 CPS pH 7,0 e solugéo 2 CPS pH 3,5

Fonte: Autoria prépria

Figura 5 - Solugéo de proteina soltvel do CPS nos pHs 3,5¢e 7,0

Fonte: Autoria propria

Segundo Nogueira (2013) a turbidez da solucdo proteica observada no pH
mais baixo pode ser explicada pelo excedente de cargas positivas. H4 também a
possibilidade de um excesso de proteina estar parcialmente complexada, resultando
em aglomerados que ndo sedimentam gerando a turbidez.
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O percentual de proteinas solUveis presentes nas solucdes a pH 3,5 e 7,0
em relagdo a proteina total inicial esta apresentado na Tabela 4, observando-se que

os resultados diferiram significativamente.

Tabela 4 - Composicao de proteina nas solucdes de CPSpH 3,5¢e 7,0

CPS pH 3,5 CPS pH 7,0

Proteina soltvel (%) 51+0.9° 61.8+1.8"

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa entre as médias obtidas através
do teste Tukey (p< 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa

5.4 TEOR DE CALCIO EM PARTICULAS DE ALGINATO

O contetudo de calcio foi determinado nas microparticulas por gelificacao

ibnica e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Teor de célcio em particulas de alginato produzidas por gelificacdo ibnica

Particulas de Alginato Célcio mg/L
0,8% CacCl, 137,3+3,1%
1,6% CacCl, 142,7+2,3%
2,4% CaCl, 162,0+3,5

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as médias obtidas
através do teste Tukey (p< 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa

Os conteudos de célcio ndo apresentaram diferenca significativa entre as
amostras 0,8% e 1,6% e diferiram significativamente entre as amostras, 0,8% e 2,4%
e 1,6% e 2,4%. O teor de calcio foi superior nas particulas processadas na
concentracéo 2,4%, cerca de 162,0 mg/L, seguido pelas particulas processadas em
cloreto de calcio 1,6%, 142,7 mg/L e particulas processadas em cloreto de célcio
0,8% com 137,3 mg/L, evidenciando que o aumento da concentracao de cloreto de

calcio na solugdo aumentou o teor de calcio presente nas particulas, comportamento
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ndo observado nos valores de potencial Zeta obtidos para as particulas de
gelificacdo ibnica em funcédo do aumento da quantidade de calcio em solugao.

Os resultados descritos podem ser justificados pelo nimero de ligacdes dos
grupos carboxilas do alginato com ions calcio em cada uma das concentracdes de
cloreto de calcio utilizadas. Segundo Moe et al. (1995) a quantidade de calcio em
particulas de alginato pode ser explicado pela presenca de residuos sequenciais
longos de blocos G presentes na sua molécula, que permite conduzir a reticulacao
com mais eficiéncia. Estudos demonstram a importancia dos blocos G para a
formacdo das zonas de juncdo em géis de alginato (BRACCINI et al. 1999),
principalmente quando o célcio é utilizado para reticulacdo i6bnica (MORCH et al.,
2006).

Devido a alta solubilidade do cloreto de calcio em solu¢do aquosa, ao serem
pulverizadas, as gotas do polissacarideo tem sua camada externa imediatamente
formada pela interacdo dos ions célcio e grupos carboxilicos da cadeia polimérica,
enquanto a complexacao interna da gota sera dependente do processo de difusdo
de ions calcio (CHAI et al., 2004). De acordo com McLoughlin (1994) as particulas
produzidas com alginato de sédio podem nao ser homogéneas, apresentando em
sua interface uma maior concentracdo polimero-calcio que decresce a medida que
se avancga ao centro do gel.

Segundo Zimmermann (2001) quanto maior a concentracdao da solucédo de
cloreto de calcio ocorre uma maior compactacdo da superficie do gel, diminuindo a
porosidade e a velocidade de formacédo do gel no centro da particula. Além disso, o
periodo de contato das microparticulas na solucao gelificante influencia diretamente
na rigidez da particula, devido ao aumento da espessura da parede e
consequentemente a resisténcia a ruptura mecanica, sendo necessarios em torno de
20 minutos em banho i6nico sob agitacdo para que as microparticulas atinjam sua
estabilidade

O ajuste das concentragbes de ions Ca®" e do polissacarideo anidnico
utiizado para a produgcdo das particulas pode ser determinado através da
construcdo de diagramas de fase (concentragdo do ion x concentracdo do
polissacarideo). O diagrama apresenta trés regibes, a regido onde ocorre a
formacdo de um gel e uma terceira regido denominada regido de sinerése, onde o
gel é formado rapidamente, porém ocorre expulsdo intensa de agua da matriz

gelificada.
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Segundo Mestdag e Axelos (1998) os géis obtidos em duas diferentes
combinacdes do polissacarideo e do ion célcio irdo apresentar caracteristicas de
dureza, porosidade e liberacdo controlada diferenciada. Embora os valores do
potencial Zeta das particulas (Tabela 3) sejam muito inferiores aos valores do
potencial Zeta da solucéo de alginato (Tabela 2) como esperado, a Tabela 3 mostra
gue nao existe uma variacdo proporcional nos valores do potencial Zeta quando a
concentracéo de calcio variou de 0,8 para 1,6 e para 2,4%. E possivel que a escolha
desta faixa de variacdo na concentracdo do ion calcio tenha sido muito pequena
para produzir uma variagao proporcional nos valores dos potenciais Zeta medidos
nas particulas de gelificacao idnica.

Cabe ressaltar que o0s estudos preliminares buscaram escolher
concentracbes do ion célcio suficientes para produzir particulas esféricas
acompanhadas por observacBes morfologicas, mantidas as outras variaveis
constantes. Estequiometricamente, 7,2% de ions calcio séo requeridos, baseado na
massa de alginato de sodio, para a completa substituicdo do sédio, no entanto géis
sdo formados com valores ao redor de 30% desta quantidade (KELCO, 1987). Em
geral, a maioria dos artigos publicados na literatura trabalha com concentracdes de
ions célcio entre 1 a 5% e de alginato entre 1 a 3%. Entretanto concentra¢des muito
mais altas foram utilizadas para a producédo de particulas por gelificacdo ionica, 0,5 -
1,0% de alginato e 10% de Ca** (ZHANG et al., 2016).

5.5 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS DE ALGINATO RECOBERTAS COM
CPS

5.5.1 Composigéo proximal das microparticulas

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados das determinacbes de
proteina adsorvida sobre as particulas, o teor de umidade e cinzas ap0s o
recobrimento proteico nos pHs 3,5 e 7,0.

Os teores de umidade obtidos foram semelhantes em todos os tratamentos,

variando de 95% a 96% sem diferenca significativa entre as amostras. O elevado
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conteldo de &gua presente nas microparticulas pode ser justificado devido ao
polissacarideo apresentar alta capacidade de retencéo de 4gua e ser estruturado em
redes tridimensionais hidrofilicas (LIU et al., 2007). As particulas produzidas
apresentaram baixos teores de cinzas variando de 0,26 a 0,49% em pH 7,0 e de
0,38 2 0,41% em pH 3,5.

Tabela 6 - Teores de umidade, proteina e cinzas das microparticulas em diferentes
concentracdes de cloreto de calcio (%) e pH.

pH CaCl2(%) Proteina (%) Umidade (%) Cinzas (%)
7,0 0,8 1,9+0,17%* 96+0,9° 0,49+0,0°
7,0 1,6 1,8+0,05% 96+0,3% 0,29+0,0%
7,0 2,4 1,8+0,05% 95+0,8% 0,26+0,1%
3,5 0,8 6,60+0,1%" 95+0,3" 0,41+0,1¢
3,5 1,6 6,54+0,15% 95+0,5° 0,57+0,2¢
3,5 2,4 6,70+0,28" 95+0,3" 0,38+0,1¢

*Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferencga significativa entre as médias
obtidas através do teste Tukey (p< 0,05) para as particulas em pH 7,0.

**|_etras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as médias
obtidas através do teste Tukey (p< 0,05) para as particulas em pH 3,5.

Fonte: Dados da pesquisa

Em relacdo a quantidade de célcio nas particulas (Tabela 5), a quantidade
de proteina adsorvida sobre as particulas em cada um dos pHs estudados,
apresenta-se praticamente constante, independente das diferentes concentracbes
de calcio utilizadas em solucdo, embora a quantidade de calcio presente nas
particulas aumentou conforme aumentou a quantidade de célcio em solucdo durante
a producéo.

A quantidade de proteina adsorvida nas particulas em fung&o dos diferentes
valores de pH estudados (Tabela 6) foi muito diferente nos dois pHs estudados, com
guantidade proteica adsorvida no pH 3,5 ao redor de 3,5 vezes superior as obtidas
no pH 7. Os resultados mostraram claramente que o pH do meio foi fundamental na
maior adsorcdo proteica no pH 3,5, onde a proteina apresenta-se carregada
positivamente e a particula de alginato carregada negativamente, favorecendo
fortemente a adsor¢do por interacdo eletrostatica entre a particula e a proteina.

A adsorcdo de proteina € um fendbmeno que envolve as propriedades
guimicas da molécula de proteina e diferentes forcas de sua superficie, incluindo as

forcas de van der Waals e ligacbes de hidrogénio e principalmente as interacdes
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eletrostaticas e hidrofébicas (ROACH et al., 2005). Os resultados indicam que a
interacdo eletrostética foi o fator mais importante no total de proteinas adsorvidas
para a condicdo de cargas opostas apresentada no pH 3,5. O potencial Zeta das
solucdes de biopolimeros (Tabela 2) bem como o potencial Zeta das microparticulas
sem recobrimento (Tabela 3) justificam os resultados obtidos no pH 3,5.

A Tabela 6 mostra que mesmo em condigdo de cargas de mesmo sinal, e
negativas, para a solucdo proteica e para as particulas de gelificacdo ibnica, uma
adsorcdo proteica ao redor de 2% em massa foi observada no pH 7. Ortiz et al.
(2004) estudaram interagdes e funcionalidade entre IPS e carragena e observaram
que complexos entre a proteina e o polissacarideo foram formados em valores de
pH altos e baixos. De acordo com o0s autores, interacdes hidrofébicas foram
dominantes na formacdo de complexos em pH altos enquanto interacfes
eletrostaticas dominaram as intera¢des e formacdo de complexos em valores de pH
baixos. Ainda segundo os autores, associacbes em valores altos de pH, em que os
biopolimeros apresentam ambos cargas negativas, podem ter ocorrido por interacao
eletrostatica entre fragmentos positivos apresentados pela proteina mesmo em pHs
acima de seu ponto isoelétrico.

Associacbes eletrostaticas proteina-polissacarideo acima do ponto
isoelétrico da proteina, devido a presenca de patches carregados positivamente na
proteina foram considerados anteriormente (KAYTMAZER et al., 2013).

Valores mais altos de adsorcdo proteica foram obtidos para proteinas
animais globulares, que em condi¢cdes similares de concentracao de proteinas em
solucéo, resultaram em adsorc¢des proteicas de ~ 15%, ~ 16% e ~ 20% de proteinas
peso/peso de particulas em base seca, quando ovoalbumina, ovoalbumina:proteina
de soro de leite (1:1) e proteina de soro de leite foram utilizadas em solugao
contendo 2% de proteina, com particulas produzidas com 2% de solucdo de
alginato e 2% de solucéo de célcio e adsorcao feita em pH 4,0 (TELLO, 2015).
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5.5.2 Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das particulas com e sem

recobrimento proteico

Os tamanhos médios das microparticulas de alginato com e sem
recobrimento proteicos, bem como a avaliacdo de diferencas entre médias, estédo
apresentados na Tabela 7. A avaliacdo dos resultados necessita ser feita de forma
cuidadosa uma vez que os desvios padrao obtidos sdo altos em todas as medidas
efetuadas, decorrentes do tipo de atomizador utilizado (duplo fluido).

As condicdes de atomizacdo podem influenciar diretamente no tamanho
meédio das particulas. Moya et al. (2012), ao avaliar a estabilidade de microparticulas
de alginato in vitro, verificou que fatores como a composicdo do alginato e o
didmetro da agulha utilizada para sua producdo afetaram o tamanho médio das
particulas. Na técnica de gelificacdo ibnica muitos parametros podem interferir no
tamanho médio das particulas de polissacarideos, como a concentracdo e estrutura
dos polissacarideos, o diametro da agulha do atomizador e a distancia da agulha ao
nivel da solucédo de cloreto de calcio (SMRDEL et al., 2008).

O uso do atomizador duplo fluido permite diminuir o tamanho médio das
particulas obtidas por gelificacdo ibnica em comparacdo a formatacdo de particulas
utilizando seringas e agulhas de diametros variados, porém, por seu desenho, 0
atomizador apresenta uma alta polidispersidade de tamanho na formacéo das gotas
e consequentemente no tamanho médio das particulas formadas, evidenciada pelos

altos desvios padréo obtidos nas amostras (Tabela 7).

Tabela 7 - Tamanho médio das microparticulas com e sem recobrimento proteico.

Particula sem

Amostras recobrimento (um) *CPS pH 3,5 (um) *CPS pH 7,0 (um)
0,8% 154,73+63,37"* 258,25+82,92% 197,37+107,53*
1,6% 205,12+86,06* 234,57+62,26* 258,38+70,43"
2,4% 204,81+41,06 334,65+23,15 239,99+33,39%°¢

*Particulas de alginato recobertas com concentrado proteico de soja (CPS) no pH 3,5

**Particulas de alginato recobertas com concentrado proteico de soja (CPS) no pH 7.0

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas diferentes na mesma linha
representam diferenca significativa entre as médias obtidas através do teste Tukey (p< 0,05).

Fonte: Dados da pesquisa
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Na Tabela 7 o diametro médio obtido nas particulas sem recobrimento
quando 0,8% de calcio (154,7 £ 63,4 um) foi utilizado, diferiu significativamente dos
didmetros médios em 1,6% de calcio (205,1 £ 41,1 uym) e 2,4% de calcio (204,8 +
86,1 um), indicando um aumento de tamanho médio com o aumento da quantidade
de célcio presente nas particulas.

Peretz et al. (2015) produziram particulas por gelificacdo ibnica utilizando
combinac¢des de alginato de sédio, 3% e cloreto de calcio, 1%, 5% e 10%, obtendo
diametros médios das particulas crescentes com o aumento das concentracdes de
calcio em solucdo usadas para a producdo das particulas.

Os aumentos da concentracdo de calcio, o agente de cross-linking para a
producao de particulas por gelificacdo i6nica, buscam mais que alterar o tamanho da
particula, mas também alterar a porosidade do gel, aumentando a densidade de
intercruzamentos, observando-se que aumento na quantidade de célcio diminui a
porosidade das particulas e altera a morfologia de superficie das particulas,
caracteristicas que podem alterar o inchamento das particulas e regular melhor a
liberacdo de agentes ativos encapsulados (PATHAK et al., 2010).

De acordo com Smilkov et al. (2014), ao avaliarem o efeito da concentragcao
de alginato, concentracdo de célcio e concentracdo de proteina de soro de leite na
encapsulacdo de uma bactéria probidtica, observaram que a concentracdo de
proteina de soro teve maior efeito sobre o tamanho da particula enquanto a
concentracdo de calcio apresentou menor efeito sobre o tamanho médio.

Independente da concentracao de calcio e do pH utilizados para a producéo
das particulas, € possivel observar que o recobrimento proteico produziu aumento
no didmetro médio das particulas recobertas em relagdo ao didmetro médio das
particulas produzidas por gelificacéo idbnica sem recobrimento (Tabela 7).

A amostra 2,4% revestida com CPS pH 3,5 apresentou particulas com maior
diametro médio comparada as demais, 334,6 £ 23,1 ym. Maior adsorgéo proteica
produziu maior diametro médio de particula, exceto quando 1,6% de célcio foi
utilizado e maior tamanho foi obtido para a condi¢céo de pH 7,0.

Alguns autores relataram tamanhos médios aproximados aos encontrados
neste estudo para outras combina¢des de biopolimeros. Microparticulas de alginato-
pectina produzidas por gelificagao ibnica em pH 3,5 apresentaram 261 + 19 ym e as
microparticulas revestidas com proteina do ovo mediram 287 + 10 ym. Em pH 3,75,

as particulas de gelificacéo idnica ndo revestidas mediram 259 + 22 ym enquanto
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particulas revestidas com proteinas de soro de leite apresentaram tamanho médio
de 283 + 6 ym (AGUILAR et al., 2015). Tello et al. (2015) produziram particulas de
alginato e pectina revestidas com proteinas da clara de ovo (OVA), do soro do leite
(WPC) e da mistura de ambas. As amostras revestidas com OVA, OVA:WPC e WPC
mediram 173 = 7 ym, 174 + 5 ym e 166 £ 6 ym, respectivamente. Particulas
produzidas com pectina e submetidas & adsorcdo com OVA, OVA:WPC e WPC
mediram 193 +12 ym, 189 + 9 e 181 £ 8 uym respectivamente. Os autores
observaram que apos a adsor¢cao de proteinas as particulas de alginato aumentaram
seu tamanho médio, assim como pode ser verificado neste estudo.

A Tabela 8 apresenta o indice de polidispersdo (Span) obtidos a partir da
distribuicdo de tamanho utilizada para a determinacdo de tamanho médio de cada
amostra. O indice Span refere a amplitude da distribuicio de tamanho das
microparticulas, onde quanto menor o valor de Span, mais estreita e homogénea
sera a distribuicdo de tamanho (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007).

Tabela 8 - Polidispersidade (SPAN) das microparticulas com e sem revestimento proteico.

CaCl2(%) S/ Revestimento pH 3,5* pH 7,0**
0,8 1,85+0,04% 1,82+0,08 %8 1,7240,13*
1,6 2,07+0,56 2,16+0,39 " 2,16+0,13"
2,4 1,67+0,07* 1,86+0,07 @® 1,78+0,13 "8

*Particulas de alginato recobertas com concentrado proteico de soja (CPS) no pH 3,5

**Particulas de alginato recobertas com concentrado proteico de soja (CPS) no pH 7.0

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas diferentes na mesma linha
representam diferenca significativa entre as médias obtidas através do teste Tukey (p< 0,05).

Fonte: Dados da pesquisa

Os valores encontrados mostraram uma larga distribuicdo de tamanho entre
as amostras, quer variam de 1,67 a 2,07 das cdpsulas sem revestimento, 1,82 a 2,16
e 1,72 a 2,16 das particulas com adsor¢cdo proteica em pH 35 e 7,0
respectivamente. Os indices de polidispersdo apresentados sdo semelhantes aos
encontrados por Galindo et al. (2016) ao produzir microparticulas de quitosana com
Oleo de palma por gelificacdo ibnica, obtendo elevados valores de span (1,24 a
1,93).

Com relacdo ao Span as microparticulas sem revestimento proteico néo

apresentaram diferenca significativa nas concentracbes de cloreto de caélcio
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estudadas. J4 as particulas com recobrimento proteico nos pHs 3,5 e 7,0 diferiram
significativamente nas concentragdes 0,8% e 1,6%.

Ao analisar as microparticulas com e sem recobrimento proteico nas
concentracdes de 0,8%, 1,6% e 2,4% de cloreto de calcio verifica-se um pequeno
aumento no valor do Span nas particulas a 1,6%, porém sem diferenca significativa.

Os indices de span elevados indicam que ndo houve homogeneidade quanto
ao tamanho das amostras que também podem ser observadas através da
morfologias das particulas (figuras 6, 7 e 8) corroborando os valores do indice de
polidispersdo, as imagens mostram particulas maiores, outras de tamanho reduzido
e algumas aglomeradas.

Os graficos de distribuicio de tamanho das particulas com e sem
recobrimento proteico estdo apresentados nos anexos 1 a 9, onde € possivel
verificar a ampla polidispersidade das particulas. Nogueira (2013) ao produzir
microparticulas com multicamadas com alginato e soro de leite obteve uma relativa
homogeneidade de distribuicdo de tamanho da maioria das particulas.

Segundo Bajpai e Tankhiwale (2008), a uniformidade no tamanho das
microcapsulas € possivel desde que sejam mantidos constantes alguns parametros
de producao, tais como a, distancia entre bico atomizador e a solugéo ibnica, a
queda das gotas sob a agitacdo ou a viscosidade da solucdo. Variagcdo minima em
qualquer um destes parametros podera resultar em uma producéo de particulas com

tamanho ndo homogéneo.

5.5.3 Morfologia das particulas Umidas de alginato com e sem recobrimento proteico

A morfologia das microparticulas pode ser visualizada nas Figuras 6, 7 e 8.
As imagens mostram que microparticulas obtidas nos diferentes tratamentos
apresentaram-se morfologicamente semelhantes, com forma esférica ou oval. O
interior da particula tem caracteristica multinucleada e com material lipidico
homogeneamente distribuido por toda a extensao da particula.

Microcapsulas produzidas com biopolimeros em sua maioria irdo se
apresentar em forma esférica, mas também podem obter formato de fibras,

aglomerados ou esferoides. Além de analisar a estrutura externa das particulas a
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avaliacdo de seu interior € de suma importancia, jA& que podera influenciar em
caracteristicas funcionais como a permeabilidade, integridade, eficiéncia de
encapsulacdo, e digestibilidade da particula (JONES; MCCLEMENTS, 2010).
Franzesi et al. (2006) observaram que a distribuicdo do ativo na matriz e a forma da

particula influenciaram a cinética de liberacdo do farmaco encapsulado.

Figura 6 - Microscopia Optica das microparticulas sem revestimento proteico com fonte de luz
convencional (A) e fonte de luz de fibra 6tica (B), 1) Particulas 0,8% CaCl,; 2) Particulas 1,6%
CaCly; 3) Particulas 2,4% CaCl,.

Fonte: Autoria propria
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Em relacdo as concentracdes de cloreto de calcio testadas, a morfologia das
particulas ndo apresentou alteracdes. Nas figuras 7 e 8 podem ser visualizadas as
particulas submetidas a adsor¢éo proteica nos pHs 3,5 e 7,0. A mudanca no pH ou
a aderéncia da camada proteica também ndo afetaram as caracteristicas
morfolégicas das particulas que ndo apresentam diferencas entre si. Nota-se que o
processo de interagdo eletrostatica ndo modificou a esfericidade caracteristica da
particula.

Segundo McClements (2005) € possivel que as interacdes dos biopolimeros
sejam responsaveis por causar transformacdes morfoldégicas nas particulas, como

inchamento, integridade, corrosdo e até mesmo sua desintegracao.
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Figura 7 - Microscopia 6ptica das microparticulas com revestimento proteico no pH
3,5 com fonte de luz convencional (A) e fonte de luz de fibra 6tica (B),1) Particulas
0,8% CacCl2; ,) Particulas 1,6% CacCl,; 3) Particulas 2,4% CaCl,

e

Fonte: Autoria prépria

Alteracdes na morfologia da particula podem ocorrer em funcdo da forca e
da intensidade da interacéo eletrostatica entre as solugfes de bipolimeros, afetando
o inchamento das particulas (JONES; McCLEMENTS, 2010). Neste estudo as
particulas mantiveram-se integras em todos 0s ensaios assim como a superficie se

manteve lisa mesmo apoés incorporacdo da camada proteica de soja.
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Os resultados obtidos através da microscopia Optica sdo semelhantes ao
relatado por Doherty et al. (2012) que ao produzirem microcdpsulas de alginato e
posterior deposicdo eletrostatica de uma camada de proteina de soro de leite

obtiveram particulas com superficie continua visualmente lisa.
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Figura 8 - Microscopia Optica das microparticulas com revestimento proteico em pH
7,0 com fonte de luz convencional (A) e fonte de luz de fibra ética (B) 1) Particulas
0,8% CacCl,; 2) Particulas 1,6% CaCl,; 3) Particulas 2,4% CacCl,.

Fonte: Autoria prépria

Em estudo de producdo microparticulas com multicamadas obtidas por
gelificacd@o ibnica associada a interagdo eletrostatica, Nogueira (2013) observou que
o0 método nado alterou a esfericidade caracteristica da particula, porém afetou sua
estrutura que se mostrou aumentada, fragilizada, inchada e hidratada, dependendo

do nimero de camadas adsorvidas, intercalando adsorcdo de proteina de soro de
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leite, posteriormente nova camada de alginato e finalmente uma terceira camada de
proteina de soro de leite. O autor observou um aumento consideravel do diametro,
embora as particulas continuassem esféricas, ap0s a adsorcdo da camada de
alginato, justificada pela hidrofilicidade alta do polissacarideo e grande retencéo de
dgua. O autor ainda observaram uma diminuicdo do didmetro apdés o0 novo

recobrimento com proteina de soro de leite na terceira camada de recobrimento.

5.5.4 Avaliacdo qualitativa morfolégica da adsor¢céo proteica com o Coomassie Blue

A adsorcdo de proteina sobre as microparticulas de gelificacdo idnica foi
avaliada qualitativamente (Figura 9). As microcapsulas revestidas com CPS em pH
7,0 e coradas com o Coomassie Blue, que € um corante especifico para proteina,
apresentaram coloracdo esverdeada provocada pela interacdo da cor laranja da
Oleoresina com a menor quantidade de cor azul, dada a baixa quantidade de
proteina adsorvida, enquanto as particulas recobertas com CPS em pH 35 e
coradas com o Coomassie Blue, apresentaram coloracdo azul intensa devido a mais
alta quantidade de cor azul proveniente da maior quantidade de proteina adsorvida
nesta condicao.

Os resultados observados indicam uma maior concentracdo de proteina nas
particulas tratadas em pH 3,5 devido a maior fixacdo das proteinas com o corante.
O teor de proteinas nas particulas (Tabela 6) corrobora os resultados apresentados.
As microcapsulas sem recobrimento proteico, quando tratadas com o descolorante,
retornaram a coloragdo original, mantendo-se laranjas e indicando a auséncia de

proteinas nas particulas.
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Figura 9 - Béqueres com microparticulas coradas com Coomanssie Blue, ap6s aplicacdo do
descolorante. A) Particulas com CPS pH 3,5; B) Particulas com CPS pH 7,0; C) Particulas
sem adsorcao proteica.

Fonte: Autoria prépria

Na Figura 10, onde todas as particulas foram coloridas com Coomanssie e
posteriormente descoloridas, podem ser observadas por microscopia oOtica as
microparticulas com fonte de luz convencional e fonte de luz de fibra Gtica. A
microscopia das particulas com revestimento proteico em pH 3,5, em ambos os
tratamento de luz aplicados, apresentam particulas de intensa coloracdo azul
independente da concentracéo de cloreto de calcio utilizado.

Comparando-se as particulas com CPS em pH 7,0 com as tratadas em pH
3,5 observa-se uma perda na coloracdo azul, apresentando particulas amarelo-
esverdeadas em todas as concentracfes de cloreto de calcio estudadas,que sdo

facilmente visualizadas nas imagens obtidas por fonte de luz de fibra 6tica (B).
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Figura 10 - Microscopia 6ptica das microparticulas com revestimento proteico nos pHs 3,5 e 7,0
coradas com Coomanssie Blue. Imagens obtidas com fonte de luz convencional (A) e fonte de luz de
fibra 6tica (B).

Particulas sem revestimento proteico

200 i |
Particulas com revestimento proteico em pH 7,0

Fonte: Autoria prépria
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As fontes de luz utilizadas na microscopia influenciaram na aparéncia visual
das particulas. Nas particulas com revestimento proteico em pH 3,5 as imagens
obtidas com fonte de luz convencional (A) apresentaram microcapsulas de cor azul
mais escura comparada as imagens obtidas com fonte de luz de fibra 6tica (B). O
mesmo comportamento pode ser verificado nas particulas com revestimento proteico
em pH 7,0, que com fonte de luz convencional apresentaram microcapsulas mais
escuras enquanto, que com fonte de luz de fibra ética obteve-se particulas amarelo-
esverdeados, refletindo melhor o resultado avaliado na Figura 9.

A microscopia com a fonte de luz de fibra Otica destacou-se por ser uma
técnica simples, em que ndo ha a necessidade do preparo da amostra além de ndo
deformar a particula pelo processo de secagem, mantendo suas caracteristicas
morfolégicas. As microparticulas obtidas por este método apresentaram efeito
tridimensional de profundidade.

Os resultados obtidos com a avaliacdo morfologica das particulas sao
semelhantes ao apresentado por Beraldo (2016) ao analisar microparticulas de
alginato de sodio revestidas com gelatina e hidrolisados de gelatina/ colageno com
diferentes graus de hidrélise. O Autor seccionou as particulas e, posteriormente, as
laminas microtomadas contendo as particulas foram coradas com Coomassie Blue e
visualizadas em microscopio 6tico, apresentando um halo azul no perimetro das
particulas, mostrando que a adsorc¢ao proteica foi mais intensa na parte mais externa

das particulas obtidas por gelificacdo ibnica com posterior adsor¢ao proteica.
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6 CONCLUSAO

As microparticulas de alginato com revestimento proteico de CPS em pH 3,5
obtiveram maior adsorcdo proteica, situacdo em que as particulas e a solucéo
proteica apresentam cargas opostas, acima do pKa do polissacarideo e abaixo do
ponto isoelétrico do CPS. Este efeito foi drasticamente minimizado quando o pH de
adsorcao foi de 7,0, situacdo onde as particulas e a solugdo de CPS apresentam
cargas negativas impossibilitando a interacdo eletrostatica como principal
mecanismo para a adsorcao proteica, que pode ter ocorrido devido a interacdes
hidrofébicas. A avaliacdo qualitativa morfoldgica corroborou para maior adsorcao
proteica em pH 3,5. O aumento da concentra¢do de ions calcio (0,8; 1,6 e 2;4%)
durante a gelificacdo idnica ndo apresentou efeito sobre a adsorcdo proteica nos
dois valores de pH avaliados.

O revestimento proteico provocou um aumento no tamanho médio das
particulas nos dois valores de pH estudados, mas estas apresentaram-se
morfologicamente esféricas, com o material de recheio distribuido de forma
multinuclear e paredes continuas e visualmente lisas. Além disso a técnica de
microscopia com a fonte de luz de fibra ética conferiu as microscopias das particulas
efeito tridimensional de profundidade, mostrando-se inovadora com resultados

melhores que a microscopia ética convencional
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7 SUGESTOES PARA NOVOS TRABALHOS

A tecnologia de microencapsulacdo tem se expandido e revelado um
crescente potencial de aplicacdo na industria de alimentos, diante disso outros
estudos devem ser conduzidos para avaliar outros aspectos, como a resisténcia
térmica das particulas recobertas, sua estabilidade em diferentes concentracdo de
NaCl e o comportamento das particulas de alginato recobertas com proteina
submetidas a condigbes gastrointestinais in vitro na liberagdo de compostos ativos

em locais especificos do trato gastrointestinal.
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ANEXO 1 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas sem recobrimento produzida a 2,4% de CaCl,
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ANEXO 2 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas com revestimento proteico em pH 3,5 produzida a

2,4% de CaCl,
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ANEXO 3 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas com revestimento proteico em pH 7,0 produzida a
2,4% de CaCl,
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ANEXO 4 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas sem recobrimento produzida a 1,6% de CaCl,
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ANEXO 5 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas com revestimento proteico em pH 3,5 produzida a

1,6% de CaCl,
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ANEXO 6 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas com revestimento proteico em pH 7,0 produzida a
1,6% de CaCl,
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ANEXO 7 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas sem recobrimento produzida a 0,8% de CaCl,
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ANEXO 8 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas com revestimento proteico em pH 3,5 produzida a

0,8% de CaCl,
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ANEXO 9 — Gréfico de distribuicdo de tamanho das particulas com revestimento proteico em pH 7,0 produzida a

0,8% de CaCl,
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